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亜鉛フィンガードメインの亜鉛 (Ⅱ)をカドミウム (Ⅱ)またはニッケル (Ⅱ)で置換した2種の金属
置換体Cd(Ⅱ)SplおよびNi(Ⅱ)Splを作製し,それらのDNA結合に対する塩基配列特異性を追究
した結果,Cd(Ⅱ)SplはZn(Ⅱ)Splと同様の塩基配列優先性を示したが,一方,Ni(Ⅱ)Splは明確
に異なった塩基配列優先性を与えた｡Ni(Ⅱ)SplのDNA塩基配列特異性の違いは,ニッケル (Ⅱ)イ
オンのイオン半径や錯体構造の歪みに由来した金属フィンガー部位の立体構造の微妙な相違に起因するも
のと推定された｡
亜鉛フィンガーのDNA結合におけるDNAりん酸バ ックボーン骨格の重要性を明らかにするため,
Splのアミノ酸残基に変異を導入した5種の変異体Splを調製し,それらの塩基配列特異性についてメ
チル化干渉法によって追究した｡その結果,1つの亜鉛フィンガー内での変異が他の亜鉛フィンガーの塩
基配列特異性に影響を及ぼすことが判明した｡さらにゲルシフト法やフットプリント法による詳細な解析
の結果,この現象はりん酸骨格との結合によって引き起こされていたDNAの局所的な構造変化がアミノ
酸変異によって消失したことが原因であると考えられた｡この事実は,構造的には互いに独立している各
亜鉛フィンガーが機能的には依存し合っていることを示唆している｡
亜鉛フィンガータンパク質に制限酵素様機能を賦与するため,Splの3個のC2H2型亜鉛フィンガーの
アミノ末端側にDNA切断部位として トリペプチ ドGly･Gly･His(GGH)を導入したDNA切断分子
SplGGHを構築した｡GGH部にNi(Ⅱ)を配位させ,酸化剤存在下,SplGGHによるDNA切断を試
- 771-
みたところ,DNAはGCボックス近傍の1カ所で特異的に切断された｡ 切断パターンから,Splと
DNAとの相対的位置関係はG鎖の5'側にSplのカルボキシル末端がくる逆平行型であることがわかっ
た｡これにより,亜鉛フィンガーが人工制限酵素の基本構造となり得ることが示された｡
以上,本研究で得られた知見は亜鉛フィンガーによるDNA認識の分子理解に価値あるばかりでなく,
人工制限酵素や人工リプレッサーの開発などにも有用であると考えられる｡ よって,審査に当った藤井教
揺,伊藤教授そして私は,本論文が博士 (薬学)の論文として価値あるものと認めた｡さらに,平成9年
1月17日論文内容とそれに関連した事項につき口頭試問を行った結莱,合格と認めた｡
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